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1. APRESENTACAO

Este estudo decorreu da execucdo do projeto de nimero 19421, aprovado pelo
Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (anexo).

Esta dissertacdo teve por objetivo testar a ocorréncia de erecGes penianas
espontaneas ap0s a injecdo intracerebroventricular de um derivado de melanocortina
chamado melanotan | em ratos machos adultos. Além deste efeito, foi analisada a
motivacao ou preferéncia sexual, visto que ndo foram encontrados trabalhos anteriores,
na literatura, sobre a acdo dos derivados de melanocortina neste comportamento em
ratos machos adultos.

A dissertacdo apresenta uma introducdo, a qual descreve a acdo do sistema
melanocolinérgico e sua correlacdo aos comportamentos alimentar e sexual. A
metodologia descreve 0s grupos de animais testados, os procedimentos cirlrgicos e
histoldgicos e os testes realizados. Ela também descreve o tipo de anélise estatistica e 0s
critérios de exclusdo adotados. Além disso, estdo expostos os resultados deste estudo,
obtidos a partir dos testes comportamentais e a discussao e a conclusédo dos mesmos.

Por fim, esta dissertacdo contém as perspectivas para outros estudos a serem
realizados a partir dos resultados obtidos neste trabalho e as referéncias bibliograficas,
as quais listam os trabalhos utilizados para a elaboracdo da metodologia e discussdo dos

resultados deste estudo.
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VI. RESUMO

Existem 2 analogos sintéticos do hormonio estimulante de melandcitos na fracao
alfa (a-MSH): o melanotan I (MT-I) e o melanotan Il (MT-II). O MT-II € uma droga
utilizada comercialmente que age sobre o metabolismo energético, relacionando-se
principalmente com o controle da ingestdo alimentar e da massa corporal. Além desses
efeitos, em seres humanos e em roedores, é capaz de produzir erecdo peniana de forma
espontanea. As funcbes do MT-I sdo menos conhecidas. Este estudo verificou a a¢do do
andlogo do MT-II, o Melanotan |, pela realizacdo dos testes de Preferéncia ou
Motivacdo Sexual e Desempenho Sexual. Foram avaliados 3 grupos (grupo teste —
injetado intracerebroventricularmente - ICV- com 1ug de melanotan | diluido em 5 pl
de &gua destilada, grupo controle — injetado ICV com 1ug de melanotan Il diluido em 5
pl de agua destilada e grupo controle negativo — injetado ICV com lpg de y-MSH
diluido em 5 pl de agua destilada). O teste de desempenho sexual verificou que 0 MT-I
foi capaz de produzir eregdes penianas nos animais avaliados, porém em menores
proporcdes (36% dos animais) que o conhecido andlogo MT-II (65% dos animais
testados). A media do total de erecbes (£ EPM), ocorridas durante os 60 minutas de
observacao apés a injecdo do MT-I, também se revelou inferior a provocada apos a
injecdo do MT-1I (1,6 = 0,6 versus 5,2 + 1,1). Observou-se que 0 MT-I reduziu a

preferéncia sexual do macho por fémea sexualmente ativa, uma medida de motivacao



sexual. O conjunto dos resultados deste trabalho permite concluir que o MT-I atua sobre
0 circuito neural do comportamento sexual de ratos machos, no entanto de forma menos
efetiva que o MT-Il com relacdo ao desempenho sexual (erecdo). O MT-I injetado
intracerebroventricularmente (ICV) surpreendentemente afetou negativamente a

motivacao sexual, nem 0 MT-Il nem o y-MSH afetaram esse comportamento.
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1. INTRODUCAO

1.1. Pro-Opiomelanocortina (POMC)

A pré-opiomelanocortina (POMC) é mais bem conhecida como pré-horménio de
ACTH e B-endorfina. Ela é altamente expressa por corticotrofinas do lobo anterior da
pituitaria e em melanocortinas do lobo intermediario desta. No entanto, € também
expressa em outras partes do sistema nervoso central (SNC), como o nucleo arqueado
do hipotalamo, o nucleo do trato solitario e em tecidos extracranianos, incluindo: pele,
testiculos, tiredide, placenta, pancreas, rim e figado (Humphreys, 2004; De Bold et
al.,1988; Smith et al., 1988).

O processamento da POMC em peptideos ativos é dirigido por 2 enzimas pro-
horménio convertases: PC1 e PC2. A PC1 é expressa predominantemente no lobo
anterior corticotréfico e somente uma pequena extensdo no lobo intermediario; ela cliva
POMC em grandes peptideos, incluindo o hormdnio adrenocorticotroéfico (ACTH), a -
lipotropina, e o grande fragmento NH2-terminal. A PC2 é mais predominante em
melanocortinas no lobo intermediario, mas é também expressa, em baixos niveis, no
lobo anterior hipofisiario. Sua agdo da origem a pequenos peptideos: B-endorfina e 0s
horménios estimulantes de melandcitos fragcdes a, p e y (Zhou et al., 1993; Humphreys,
2004).



As moléculas dos horménios: Horménio Estimulante de Melandcito fracéo alfa
(a-MSH) e Horménio Estimulante de Melandcito fragao beta (B-MSH) foram
identificadas, em 1950, devido a sua acdo de induzir a dispersdo de pigmentos, em
melanadcitos da pele de anfibios e répteis. Elas tém sido altamente conservadas durante o
desenvolvimento evolucionério, embora muitas de suas func¢Ges, em mamiferos, ainda
permanecgam obscuras (Humphreys, 2004).

O hormonio estimulante de melandcito fracdo gama (y-MSH) € derivado da
sequencia N-terminal, enquanto o a-MSH e 0 B-MSH séo derivados do carboxi-terminal
(Smith et al., 1988; Slominski et al.1992, Eberle, 1988).

1.2. O Sistema Melanocolinérgico

As melanocortinas compreendem um grupo de peptideos naturais, 0s quais sdo
derivados da molécula precursora pro-opiomelanocortina (POMC) (Hadley et al.,
1999). O Sistema das Melanocortinas Endogenas (SME) inclui peptideos, receptores e
antagonistas de melanocortinas, além de duas proteinas acessorias (agouti e proteina
relacionada agouti) (Chen et al., 2009). O sistema de melanocortinas tem um importante
papel na regulacdo da fisiologia e patofisiologia animal (Cone, 2006). O SME esta
envolvido, normalmente, na regulacdo da pigmentacdo da pele, da temperatura corporal,
da esteroidogénese, da obesidade, da secrecdo exocrina, da analgesia, da inflamacéo, da
imunomodulacdo, da homeostase de energia e das funcdes sexual, cardiovascular e
neuromuscular (Heaton et al., 2004).

Esta familia de peptideos possui semelhanca estrutural com uma sequéncia de
tetrapeptideos, caracteristica e invariavel (His-Phe-Arg-Ala), em seu nucleo, como um
requisito absoluto para a ligacdo e atividade nos receptores de melanocortina (Haskell-
Luevano et al., 1999). Todos os peptideos agonistas de melanocortinas contém a
sequéncia His-(L/D)Pbe-Arg-Trp, que é considerada uma sequéncia-mensagem,
responsavel pela seletividade e ativagdo de receptores de melanocortinas (Holdert et al.,
2004; Irani 2004). A conformacéo bioativa de peptideos agonistas envolve uma dobra
do tipo B (B-turn) no His-(L/D)Phe-Arg-Trp principal (Holdert et al., 2004; Irani 2004),

que serve, provavelmente, como estrutura organizadora, para direcionar as cadeias
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laterais da sequéncia-mensagem, na melhor orientacdo para a interagdo com o receptor
(Chen et al., 2009).

Extensivos estudos da estrutura-fungao do a-MSH criaram analogos dos
peptideos de melanocortina mais potentes e resistentes a enzimas, que incluem os
agonistas sintéticos NDP-MSH[NIe* DPhe’]-a-MSH e melanotan II; e antagonistas
como SHU9119 e HS204 (Saweyer et al., 1980; Sawyer et al., 1982; Schioth et al.,
1997).

Portanto, os diversos efeitos citados ocorrem através da ativacdo seletiva de
cinco subtipos de receptores (MCRs) para peptideos, pertencentes aos receptores
acoplados a proteina G (Heaton et al., 2004).

1.3. Receptores de Melanocortinas

Uma propriedade do sistema de melanocortina é a existéncia de antagonistas
end6genos dos receptores de melanocortina (Lu et al., 1994).

Os receptores sdo derivados da modificacdo ocorrida ap6s a traducdo dos
produtos do gene POMC (King et al., 2007) e estdo ligados a proteina G, com 7 alcas
transmembranas, que estimulam a adenilato-ciclase e se encontram amplamente
distribuidos em tecidos periféricos e no SNC (Catania et al., 2000). Muitas das
caracteristicas estruturais, conservadas em outros receptores acoplados a proteina G, sao
encontradas nos receptores de melanocortina, como: sitios de N-glicosilagdo perto
do terminal amino, uma palmitoilacdo local na cauda COOH-terminal e locais de
fosforilagdo nos primeiro e terceiro dominios intracelulares, e na cauda COOH-terminal
(Chen et al., 2009).

Os receptores de melanocortina estdo implicados em uma série de acles
fisioldgicas diferentes. Cada subtipo de receptor tem um diferente padrdo de expressdo
tecidual no SNC e em tecidos periféricos, e cada receptor tem seu perfil de segmentos
proprios em relacdo a poténcia dos peptideos de melanocortinas sintéticos e endogenos
(Gantz et al., 1994) (Figura 1).

20



Receptor Ligantes Distribuigdo nos tecidos Funcdes

MCR1 a-MSH > 3-MSH > y-MSH >  Melandcitos, macrofagos ~ Pigmentacdo da pele e
ACTH modulacdo imunoldgica
MCR2 ACTH Cortex adrenal Esteroidogénese
MCR3 v1-MSH = y2-MSH = a-MSH = Hipotalamo, tdlamo e Metabolismo de sodio,
B-MSH > y3-MSH outras regides encefélicas,  regulacdo da pressao

rim, intestino, placentae  sanguinea e homeostase

coragao da energia
MCR4 a-MSH = 3-MSH > ACTH >  Encéfalo, medula-espinhal Metabolismo
y-MSH energético e ingestdo de
alimentos

MCR5 a-MSH = ACTH > B-MSH >  Cortex adrenal, encéfalo, Funcdo de glandulas
vy-MSH baco, pulméo, glandulas sebéceas

exécrinas

Figura 1 — Caracteristicas dos Receptores de Melanocortinas (Adaptado de
Humphreys, 2004).

O MCR1 é expresso principalmente em melanécitos e mondcitos,
desempenhando um importante papel na pigmentacdo e nas reacdes anti-inflamatérias
(Gantz et al., 1994). J4 0 MC2R ¢ expresso principalmente na glandula adrenal estando
envolvido na esteroidogénese e na lipogénese de adipdcitos (Mountjoy et al., 1992).

Os receptores MCR3 e MCR4 sdo expressos no hipotalamo, e atuam na
regulacdo da ingestdo de alimentos e no controle do peso corporal (Fan et al., 1997;
Huszar et al., 1997). O receptor 3 da melanocortina (MCR3) é expresso principalmente
no SNC (hipotalamo e sistema limbico), é encontrado em neurdnios do nucleo arqueado
conhecidos por expressar POMC e também, na placenta, intestino, timo e adipdcitos
(Roselli-Rehfuss et al., 1993; van Der Kraan et al., 1998).

MCR5 é expresso em glandulas exdcrinas e esta envolvido na regulacdo da

funcéo destas glandulas (Gantz et al., 1994).
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1.4.  Sistema de Melanocortinas e 0 Metabolismo Energético

Mutacdes nos receptores de melanocortinas tém sido identificadas como causas
de obesidade em humanos (Humphreys, 2004). Descobriu-se que delecbes alvo do
receptor MCR3 resultam em adiposidade aumentada devido a diminuicdo do gasto de
energia sem afetar significativamente a ingestdo de alimentos. Mutagdes no MCR3
também tém sido identificadas, mas muitas tentativas de associ-las diretamente a
obesidade nao tiveram sucesso (Lee et al.,2002).

Estudos com camundongos com knock out do gene da POMC (chubby mice) e
com camundongos ob/ob sugerem que 0 MCR3 expresso em adipécitos seja importante
no aumento do gasto energético e na lipolise mediados pelo a-MSH (Forbes et al.,
2001; Stephenson et al.,1999). O MCR3 também parece ter um efeito auto-regulatorio,
pois € expresso nos neurénios que expressam POMC e neuropeptideo Y (NPY) /
proteina relacionada agouti (AGRP) (Cowley et al., 2001). Foi descrita uma mutacéo no
gene do MCR3 em humanos com obesidade severa, porém, na mesma familia, outros
obesos ndo apresentaram a mutacdo (Lee et al., 2002).

Igualmente, mutacdes no MC4R tém sido descritas em aproximadamente 1-7%
das pessoas com obesidade mérbida e estdo particularmente associadas com a obesidade
grave, estatura alta e hiperinsulinemia (Korner et al., 2004). Vaisse et al. (2000)
encontraram esta mutacdo em 4% de uma populacdo de individuos obesos. Além disso,
a estimulacdo do MCR4 diminui a ingestdo de alimentos e aumenta o gasto energético
(Korner et al., 2004). A severidade da obesidade correlacionou-se, in vitro, com a
atividade do mutante MCR4 (Farooqi et al., 2003) e a compulsdo alimentar tem sido
identificada como um fendtipo de mutacdo no gene MC4-R (Branson et al., 2003). O
MCR4 ¢ densamente encontrado no hipotalamo e a ativacdo desse receptor pelo a-MSH
reduz a ingestdo alimentar (Cone, 1999; Friedman et al., 1998). Muta¢6es no MCR4
representam a desordem genética mais comum presente na obesidade humana de inicio
precoce (O’Rahilly, 2002).

Em camundongos, a inativagdo de ambas as copias do gene MCR4 leva a uma
sindrome de obesidade, com inicio na maturidade, associada a hiperfagia, a
hiperinsulinemia, a hiperglicemia e ao aumento do crescimento linear, sem alteracGes da

funcdo adrenal nem da capacidade reprodutiva (Rodrigues et al.,, 2003). Os
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“heterozigotos™ apresentam peso corporal intermediério entre o peso dos “homozigotos”
e aquele dos camundongos “selvagens”, sendo o sexo feminino mais afetado que o sexo
masculino (Huszar et al.,1997; Rodrigues et al., 2003 ). Este fendtipo é semelhante ao
observado na obesidade humana, razdo que motivou a procura de mutaces do MCR4
(O’Rahilly, 2002). As disparidades na prevaléncia de mutagdes patogénicas no MCR4
resultam, em parte, das diferencas étnicas e dos critérios de selecdo das populagdes
estudadas (List et al., 2003).

Apesar da deficiéncia de MC4R representar a forma monogénica de obesidade
mais prevalente em humanos, as etiologias das formas mais comuns, poligénicas, de
obesidade ndo foram definidas. No entanto, os conhecimentos adquiridos a partir destas
mutacdes tém levado ao desenvolvimento de drogas similares as melanocortinas, que

podem ser Uteis para outras formas de obesidade (Rodrigues et al., 2003)
1.5. Sistema de Melanocortinas e a Ere¢éo Peniana

A disfuncdo erétil foi definida como a inabilidade persistente para obter erecdo
peniana suficiente para a satisfacdo sexual (National Institutes of Health, 1993). Em
roedores machos, o comportamento sexual € um comportamento que envolve
gratificacdo e reforco, composto por varios elementos, incluindo a investigacao
anogenital, montagens, intromissdes e ejaculacao (Pfaus e Philips, 1991).

O SNC € o centro primario do controle da motivacdo sexual e erecdo peniana
(Giuliano and Rampin, 2000; Andersson, 2001). E, atualmente, diversos estudos tém
apontado a participacdo do sistema melanocolinérgico sobre o0 comportamento sexual.

As melanocortinas regulam o comportamento sexual, incluindo a erecdo
peniana, a motivacdo sexual e a secrecdo de atrativos sexuais pela glandula prepucial
(van der Kraan et al., 1998). O a-MSH e o ACTH tém sido implicados, também, no
controle da erecdo peniana e comportamento sexual em animais (Wessells et al., 2000).

A administracdo central de a-MSH e ACTH em ratos induz a erecdo peniana
devido a acdo em regides em volta do terceiro ventriculo (Wessells et al., 2003). A
regido hipotalamica especifica em que o a-MSH atua promovendo a ere¢do peniana
inclui: o ndcleo paraventricular (NPV), ndcleo dorso-medial, ndcleo ventro-medial e

area anterior hipotalamica (Argiolas et al., 20000; Wessells et al., 2003).
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Contudo, existem conflitantes observacfes sobre os subtipos de receptores de
melanocortina envolvidos na fungdo sexual (Giuliano, 2004). O receptor
MCR5 expresso em  tecidos periféricos atua no  controle funcional central e
periférico do comportamento sexual (van der Kraan et al., 1998). Estudos clinicos a
respeito de agonistas do MC4R parecem confirmar que esta via € um destino Util para a
modulagdo da funcéo sexual humana (Heaton et al., 2004). Embora limitado ao sistema
nervoso, 0 MCR4, quando bloqueado parcialmente, abole a erecdo induzida pela injecao
de a-MSH em ratos (Vergoni et al., 1998; Wessells et al., 2000). Acredita-se, ainda, que
provavelmente ocorra um sinergismo entre os receptores MCR3 e 0 MCR4 no controle
desta funcdo, porque a estimulacdo concomitante de cada subtipo parece produzir maior
ativacdo da atividade erétil (Avis, 2000).

O analogo PBIII-93 do agonista especifico de receptores MCR3, y-MSH,
quando administrado ICV em ratos machos, ndo conseguiu produzir erecdes (Grieco et
al., 2000). Logo, a inibicdo dos receptores MCR3 ndo estimula a erecdo, mas pode
facilitar a erecdo iniciada pela ativacdo dos receptores MCR4. Ou seja, uma vez
ocupado o MCR3, o antagonista permite que uma maior quantidade de MT-Il possa
ligar-se a0 MCR4 (King et al., 2007). No entanto, os mecanismos subjacentes que
intermediam os efeitos pré-eréteis das melanocortinas ainda sdo mal compreendidos
(Giuliano, 2004).

Porém, o reconhecimento de que a manipulacdo - dos diferentes subtipos de
receptores especificos das melanocortinas - poderia levar a resultados fisioldgicos
desejados, fez surgir novos estudos e o desenvolvimento de compostos sintéticos

capazes de produzir efeitos terapéuticos.
1.6. O Melanotan

Existem dois analogos sintéticos do a-MSH (Hadley et al., 2006; Mahiques-
Santos, 2011):

- melanotan | ([Nle4-D-Phe7]-a-MSH) — um peptideo linear de 13 aminoacidos
no qual o quarto aminoacido, a metionina, é substituido por norleucina, e o0 sétimo
aminoacido, L-fenilalanina, é substituido por D-fenilalanina. Esta molécula é mais

resistente a degradacdo do que seu analogo natural e isso faz com que o estimulo
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produzido sobre seu receptor, principalmente o MCR1, seja mais potente (Mahiques-
Santos, 2011).

- melanotan Il (Ac-Nle-[Asp-His-D-Phe-Arg-Trp-Lys]-a-MSH- NH2) - uma
variante mais curta com um anel lactdmico que, igualmente ao anterior, € mais potente
que o a-MSH natural, possui mais efeitos secundarios por apresentar menor
especificidade por um determinado receptor, ou seja, 0 MT-II é capaz de induzir efeito
em varios receptores de melanocortina. Esta molécula produz, além do aumento de
melanogénese, diminuicdo de apetite e aumento da poténcia sexual (Mahiques-Santos,
2011).

A administragdo central do melanotan Il (MT-II) foi capaz de diminuir
significativamente a ingestdo de alimentos em quatro modelos experimentais de ratos
diferentes, incluindo ratos com um sistema de leptina-melanocortina interrompido (ob /
ob mice e Ay) (Fan et al., 1997).

O melanotan 1l inicia eregdes em ratos, cachorros e seres humanos com
disfuncdo erétil em 69% das administracfes nos homens (Wessells et al., 2000). Além
disso, os estudos com o MT-II tém ajudado a melhor compreender o papel fisiol6gico
dos receptores MCR3 e MCR4 no controle da eregéo peniana (Giuliano, 2004).

Neste estudo, o y-MSH foi utilizado como controle negativo, devido a sua agao
como agonista enddgeno dos receptores de melanocortinas e, principalmente, por nao
atuar diretamente sobre o comportamento sexual (king et al., 2007; Grieco et al., 2000)

e 0 MT-11 como controle positivo, pois é a atuacdo dele que serd comparada a do MT-I.
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2. JUSTIFICATIVA

O sistema melanocolinérgico esta envolvido em diferentes funcdes regulatorias
(Heaton et al., 2004) e, por isso, 0s mecanismos que envolvem a ativacdo de seus
receptores por ligantes enddgenos ou sintéticos tém suscitado estudos. Sabe-se que o
MT-I1, um agonista sintético de melanocortina, produz a perda de peso e a diminui¢do
de apetite quando administrado cronicamente em humanos. No entanto, foi verificado
que esse agonista também induz erecbes penianas de forma espontanea, tornando este
efeito indesejado. Por outro lado, o agonista andlogo, MT-I, supostamente provoca o
mesmo efeito no metabolismo energético, sem, contudo, causar erecdo peniana.

O melanotan ¢ reconhecido por estimular a erecao peniana e o desejo sexual em
homens, porém ainda ndo esta bem claro, de que forma ele age sobre os MCRs
causando o efeito pro-erétil da droga.

Os experimentos realizados e descritos nesta dissertacdo fazem parte de um
estudo mais amplo que envolve outros grupos nos EUA que tém analisado efeitos dos
peptideos derivados das melanocortinas. O grupo da Bowman Gray School of Medicine,
Carolina do Norte (EUA), foi quem forneceu os fragmentos de peptideos que
permitiram a realizacdo deste trabalho.

Neste estudo, foi testado o efeito do MT-I sobre o comportamento sexual de

ratos machos adultos, que foi comparado as acGes do MT-II e y-MSH.



Desta forma, esperava-se contribuir para um melhor entendimento da atuacéo
dos derivados de melanocortina no sistema nervoso central sobre o comportamento

sexual de ratos machos adultos.

27



3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral

O presente trabalho teve como objetivo avaliar a atuacdo da droga testada, o
melanotan | (MT-1), sobre o comportamento sexual de ratos machos adultos, apds sua

injecdo intracerebroventricular (ICV).
3.2. Objetivos Especificos

o Avaliar a capacidade dos peptideos derivados de melanocortina (MT-I,
MT-II e y-MSH) testados produzirem ere¢cdes penianas espontaneas apos injecao ICV.

o Avaliar a frequéncia de erecdes e a laténcia para a primeira ocorréncia de
erecdo apos injecdo ICV de cada uma dos peptideos avaliadas.

o Avaliar a acgdo individual dos mesmos peptideos derivados de
melanocortina sobre a preferéncia sexual de ratos machos entre uma fémea receptiva
sexualmente e uma ndo-receptiva.

. Avaliar as médias da frequéncia, laténcia e tempo de manipulagdo ou
lambedura da regido genital praticada pelos animais sob efeito dos derivados da

melanocortina.



o Avaliar a frequéncia, a laténcia e o tempo médio despendido em cada

grupo de ratos machos para a pratica de grooming.
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4. Materiais e Métodos

4.1. Animais

Foram utilizados para 0s grupos comportamentais 150 ratos machos adultos de
aproximadamente 80 dias de idade e peso aproximado de 230g, da variedade Wistar
(Rattus norvegicus), provenientes do Biotério do Instituto de Ciéncias Basicas da Salde
(ICBS), da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS). O calculo do
tamanho da amostra (n) baseou-se em outros estudos semelhantes com nivel de
significancia p<0,05 e poder de 80%. Estes, ao serem transportados ao Biotério Setorial
do Laboratério de Neuroendocrinologia do Comportamento (LNC) do Departamento de
Fisiologia do ICBS da UFRGS, foram nele mantidos, separados por sexo e agrupados
em 5, em caixas-residéncia, com agua e racdo padronizada ad libitum (Rodent Show,
Nutrilab, Colombo, Brasil).

As caixas-residéncia eram de polipropileno, cobertas com grades metalicas,
medindo 60 x 50 x 22 cm (quando continham 5 animais) ou medindo 30 x 19 x 13 cm
(quando continham apenas 1 animal, durante a recuperagdo das cirurgias). As caixas
eram limpas duas vezes por semana e forradas com volume padronizado de maravalha
seca e auto-clavada. Os mesmos eram acondicionados em ciclo de luz “claro-escuro”

(CE) 12:12 h, desligadas as 17:00 horas, em temperatura controlada 22°C + 2°C, por um
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periodo ndo inferior a 30 dias antes de serem colocados nas diferentes situacdes
experimentais.

Todos os procedimentos estiveram de acordo com as orientacfes éticas no uso
de animais experimentais, conforme orientacdo do Colégio Brasileiro de
Experimentagdo Animal (COBEA). Além disso, cada animal testado foi utilizado em

apenas um experimento.
4.2. Grupos Experimentais

Para analise dos efeitos do MT-1 (grupo teste) foram utilizados 2 grupos
controles (MT-Il e y-MSH) injetados com substancias de moléculas semelhantes a
injetada no grupo teste. Além disso, todas as solugdes injetadas nos animais estudados

tinham a mesma concentracéo e foram diluidas no mesmo veiculo — agua destilada.

Os grupos experimentais deste estudo foram:

- Grupo y-MSH (Grupo Controle Negativo) - Composto por ratos machos
injetados com 1pug de y-MSH diluido em 5pl de &gua destilada.

- Grupo MT-II (Grupo Controle Positivo) - Composto por ratos machos
injetados com 1ug de MT-II diluido em 5pl de &gua destilada.

- Grupo MT-I (Grupo Teste) - Composto por ratos machos injetados com 1ug de

MT-1 diluido em 5l de agua destilada.
4.3. Grupos Auxiliares

Os grupos auxiliares deste estudo foram:

- Grupo fémeas sexualmente ativas (FSA) — composto por ratas
ovariectomizadas de aproximadamente 90 dias de idade, que receberam terapia
hormonal substitutiva.

- Grupo fémeas sexualmente ndo-ativas (FSNA) — composto por ratas
ovariectomizadas de aproximadamente 90 dias de idade, sem terapia hormonal
substitutiva.

- Grupo machos para teste receptividade sexual - Foram utilizados também

alguns animais machos adultos com experiéncia sexual.
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4.4. Procedimentos Pré-cirurgicos
44.1. Pesagem

Todos os animais foram pesados em balanca digital imediatamente antes de
qualquer procedimento cirurgico, para a quantificacdo correta da dosagem de anestésico

a ser injetada.
4.4.2. Anestesia

Para a anestesia foi utilizado o pré-anestésico xilazina, que atua como relaxante
muscular e analgésico central e o cloridrato de ketamina, o qual atua como anestésico
dissociativo. Tais medicamentos foram aplicados, via intraperitoneal, nas doses de 100
mg/kg/rato de ambas drogas para a estereotaxia (Veiga et al, 2007) e 100mg/kg de
ketamina e 20 mg/kg xilazina para a ovariectomia. Experimentos prévios de estereotaxia
no laboratdrio (Veiga et al, 2007) mostram que esse protocolo anestésico € mais efetivo
e duradouro para esta cirurgia, comparado ao protocolo de 100mg/kg de ketamina e 20
mg/kg xilazina.

4.5. Protocolo Experimental
45.1. Ovariectomia (OVX)

As fémeas apds anestesia eram posicionadas em decubito-ventral. Em seguida,
eram realizadas a tricotomia e a antissepsia da area operatoria com alcool iodado. A
seguir, procediam-se as incisdes cutaneas bilaterais, divulsionamento do tecido
muscular, acesso aos ovarios e excisdo dos mesmos. Os ovarios eram retirados apés a
ligadura entre essas duas estruturas abaixo da trompa uterina e seus vasos amarrados.
Por fim, o tecido muscular e a pele eram suturados por planos.

Ao término da cirurgia as fémeas eram envolvidas em papel aluminio e
colocadas individualmente em caixas de polipropileno, até a recuperacdo da anestesia
quando, entdo, era retirado o papel aluminio e eram levadas para o biotério. A utilizacéo
de papel aluminio foi adotada para diminuir os possiveis efeitos causados pela

hipotermia em animais anestesiados.
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Passados 5 dias, uma vez constatada a cicatrizacdo da ferida cirurgica, estas ratas
eram transferidas para caixas de polipropileno com tampa metélica medindo 60 x 50 x

22 em namero de 5 animais por caixa e mantidas nelas até o experimento.
45.2. Inducéo de receptividade sexual

As fémeas sexualmente ativas (FSA) eram utilizadas 21 dias apds a
ovariectomia, tempo necessario para a eliminacdo dos horménios circulantes na corrente
sanguinea (Rodrigues-Alves, 2007).

A receptividade sexual das ratas era induzida pela administracdo de benzoato de
estradiol (ESTR) na dose de 2ug/rata, 48 horas antes do teste, e progesterona-Sigma
(PROG) na dose de 500ug/rata, mais ESTR na dose de 2 pg/rata, 6 horas antes do inicio
de cada sessdo experimental. Além disso, a receptividade era testada colocando-se a
fémea com um macho para teste da receptividade sexual (TRS) na caixa para
observacao de comportamento sexual, permitindo-se a realizacdo de algumas montas e
verificando-se a presenca do comportamento de lordose nas ratas, ou seja, a presenca
simultanea de flexdo céncava do dorso, desvio lateral da cauda e extensdo do pescoco
(Rodrigues-Alves, 2007). Estas ratas eram reutilizadas somente ap0s intervalo minimo

de 10 dias entre uma utilizagdo e outra nos experimentos.
45.3. Cirurgia Estereotaxica

As cirurgias estereotaxicas foram realizadas nos 3 grupos de animais testados
(Grupos: o-MSH, B-MSH e y-MSH).

Primeiramente, assim que era constatado o efeito anestésico, era realizada a
fixacdo do rato no aparelho estereotaxico. O escalpo era entdo cortado. A calota
craniana era deixada a mostra retirando toda a gordura subcutdnea e o epicranio
empregando peroxido de hidrogénio e raspagem com uma espatula. Nesta torre era
acoplada a cénula-guia, confeccionada a partir de agulhas hipodérmicas de ago
inoxidavel (25 x 7 mm). A canula era introduzida no ventriculo lateral direito, por
convencdo adotada em nosso laboratorio, visto que o sistema de ventriculos €
interligado permitindo a difusdo da droga pelo mesmo. Com o auxilio de uma broca

odontoldgica de baixa rotacdo perfurava-se a calota craniana em duas localidades; uma
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na regido demarcada onde sera introduzida a canula (1,5 mm lateral a linha média e 1,0
mm posterior ao bregma e 3,5 mm de profundidade) (Wessels et al., 2003) e outra, no
hemisfério esquerdo onde era fixado um parafuso dptico. Este parafuso deveria ser fixo
antes da introducdo da céanula na fenda. A coordenada vertical s6 podia ser deslocada
apos a torre ter sido inclinada e o cranio ter sido perfurado. A partir dai, a torre era
abaixada até o valor pré-estabelecido. A abertura cirurgica era fechada com resina
odontoldgica que ao secar formava uma placa ou capacete sobre o cranio. A fixagédo
desta placa era auxiliada pelo parafuso dptico fixado anteriormente. Os animais eram
envolvidos em papel aluminio até que o efeito da anestesia fosse extinto.

Apo6s a extingdo do efeito anestésico o papel era removido da caixa onde 0s
animais permaneciam, mantidos individualmente (para evitar traumas ou canibalismo),

até o dia do experimento.
45.4. Microinjecdes dos Fragmentos Testados

Cada um dos animais dos 3 grupos, recebia, via canula implantadas no cérebro,
quantidades iguais da droga testada, na dose de 1ug solubilizado em 5 pl de agua por
rato, seguindo protocolo utilizado pelo grupo de pesquisadores que vem estudando e nos
forneceu esses peptideos. Esta dose segundo o estudo de Wessel et al. (2003), revelou-
se a mais eficaz na producdo da ere¢do peniana apo6s a injecdo ICV de MT-II.

As injecOes eram realizadas com auxilio de uma seringa de Hamilton, e em sua
extremidade era acoplado um tubo de polietileno de 30 cm e uma agulha de anestesia
odontoldgica descartavel, de 12 mm de comprimento. Depois de administrados 0s
fragmentos, eram aguardados 30 segundos antes de iniciar lentamente a retirada da
agulha injetora, a fim de que fosse garantida a difusdo dos fragmentos no ventriculo e
fosse evitado o refluxo.

Os efeitos eram avaliados e registrados imediatamente ap6s injecdo ICV dos
fragmentos de melanocortina durante o Teste de Desempenho Sexual (TDS), j& que
apos a analise feita no estudo piloto um animal apresentou ere¢do nos primeiros 10
minutos pos-injecdo das drogas avaliadas.

J& para o Teste de Motivacdo Sexual (TMS), a observagdo era iniciada 20

minutos apés a injecdo intracerebroventricular, quando entdo os animais eram colocados
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na caixa de teste e filmados. Esta espera de 20 minutos pds-injecdo foi determinada
através da avaliagdo do tempo médio de laténcia para a primeira erecdo do estudo-

piloto, que foi aos 22 minutos.
4.6. Testes Comportamentais

Os testes ocorriam apds as 18:00 horas, ou seja, 1 hora ap6s o ciclo de escuro

haver iniciado, garantindo a habituagdo do animal ao novo ciclo do dia.

Todos os testes e analises foram realizados por um Unico pesquisador, bem como
as cirurgias estereotaxicas, injecdo de drogas e histologia, a fim de que os dados fossem

obtidos da maneira mais homogénea possivel.

Os testes foram filmados e analisados, posteriormente, sempre pelo mesmo pesquisador.

Grupo Controle Positivo / MT-IT

1. Teste Desempenho Sexual Grupo Teste/ MT-1

Grupo ControleNegativo / y-MSH

Machos
Testados <

Grupo Controle Positivo / MT-IT

2. Teste Motivagdo Sexual Grupo Teste/MT-I

Grupo ControleNegativo / y-MSH

Figura 2 — Esquema dos Grupos Experimentais
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4.6.1. Teste de Avaliagdo do Desempenho Sexual

Os machos eram colocados por 5 minutos dentro da caixa-teste para a
habituacdo com a caixa de observacdo. Em seguida, eram retirados e recebiam a injecao
ICV.

Os ratos, logo apos a injecdo dos derivados de melanocortina, eram colocados
em uma caixa acrilica transparente e observados por baixo. Dessa forma era registrado o
intervalo de laténcia até o inicio da erecdo e também a duracdo da mesma, através da
analise da filmagem.

O desempenho sexual era avaliado por meio do teste de erecéo peniana realizado
em uma caixa de vidro medindo 30 x 30 x 30 cm, com a parede posterior de espelho.
Esta caixa ficava apoiada em quatro pés de metal com 10 cm de altura, sobre um

espelho plano com 40 x 40 cm (Rodrigues-Alves, 2007) (figura 3).

/ 20 cm

espelho

Figura 3 — llustracdo esquematica da caixa para observacdo do Desempenho

Sexual retirada de Rodrigues-Alves, 2007.

Os animais eram colocados individualmente na caixa apos a aplicacdo das
drogas teste e observados por 1 hora. A camera filmadora era direcionada para o
espelho inferior, garantindo a observacdo do momento em que ocorria cada eregédo

através da imagem refletida no espelho (figura 4).
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Figura 4 - Fotografia da Caixa de Teste de Desempenho Sexual

Considerava-se erecdo peniana quando o rato levantava-se sobre suas patas
posteriores, inclinava-se para frente até alcancar a area genital, manipulava ou lambia

seu pénis em erecdo total e com ligeiros movimentos pélvicos. Os parametros avaliados

foram:

o nimero de animais em que ocorreram erecoes

o média de ere¢des ocorridas em cada grupo

o média de ere¢des ocorrida somente entre os animais com ere¢des, em cada grupo
o laténcia para a primeira erecdo peniana

4.6.2. Teste de Avaliagdo da Motivagdo Sexual

Este teste permite avaliar a preferéncia do rato entre uma fémea ativa ou
receptiva e uma fémea néo ativa sexualmente.

O experimento foi realizado com ratos machos, experientes sexualmente, com
aproximadamente 80 dias de idade. A experiéncia sexual (EXPS) era dada 1 a 2 dias
antes do teste com as fémeas (FSA), conforme protocolo de comportamento sexual

utilizado na rotina do laboratorio 11.
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Uma semana antes do teste os ratos machos eram habituados com as caixas de
observacdo, porém sem a presenca das fémeas; para tanto eram colocados
individualmente para explora-la, por cinco minutos em 3 dias consecutivos (Agmo,
2003).

Cada macho do experimento, 20 minutos ap6s receber a injecdo ICV da droga,
era colocado no centro da caixa e era filmado por 20 minutos.

A caixa de observacdo media 90 x 30 x 30 cm, cujo comprimento era dividido
em trés particdes igualmente espacadas, por uma parede transparente que continha uma
grade no centro. Em cada uma destas parti¢des era colocado um animal, ndo havendo o
contato direto entre os eles, era permitida apenas a comunicagéo auditiva e olfativa entre

0s animais através das grades das paredes (Figura 5).

° : 3 °

. o/ E H o /s

2 4

RECEPTIVA | : NAO-RECEPTIVA

Figura 5 - Desenho esquematico da caixa de Teste de Motivacao ou Preferéncia
Sexual

Para o Teste de Motivacdo Sexual (TMS), as fémeas, uma FSA e outra FSNA,
eram postas individualmente, em cada um dos compartimentos laterais, 20 minutos
antes do inicio das observagdes dos animais testes, para a familiarizacdo com a caixa
(Figuras 5 e 6).

A cada macho testado, tanto a FSA, quanto a FSNA eram substituidas por outra
do mesmo grupo, desta forma evitava-se que a fémea, ao ser utilizada em mais de um
teste, perdesse o interesse em explorar a caixa e farejar o animal do compartimento

vizinho.
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Figura 6 — Fotografia da caixa de teste de motivagao ou preferéncia sexual

Foram avaliados para este teste, por meio do Programa Noldus Observer
(Noldus Information Technology, Holanda), a frequéncia, a laténcia, o tempo total de
duracdo em milissegundos e a porcentagem total do tempo de duracdo para cada um dos

seguintes parametros:

o farejar a grade da fémea sexualmente ativa (GA)
o farejar a grade da fémea sexualmente ndo-ativa (GN)
o farejar a parede do compartimento onde estd localizada a fémea sexualmente

ativa, exceto a grade do mesmo compartimento (PA)

o farejar a parede do compartimento da fémea sexualmente ndo-ativa, exceto a
grade do mesmo compartimento (PN)

o farejar o lado em que esta colocada a fémea sexualmente ativa (LA)

o farejar o lado em que esta colocada a fémea sexualmente ndo-ativa (LN)

o fazer grooming (GR)

o manipular ou lamber a regido genital (GE)

o tempo restante, quando o animal executou comportamentos que ndo foram
avaliados (ND).
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Ao somar o tempo em que o animal cheira a GA com o tempo em que 0 animal
cheira a PA obtém-se o tempo total em que ele cheira o lado em que estava colocada a
fémea sexualmente ativa (LA). Da mesma forma, ao somar o tempo em que o animal
cheira a PN com o tempo em que ele cheira a GN obtém-se o tempo total em que ele

cheira o lado em que estava a fémea sexualmente ndo-ativa (LN).

4.7. Andlise Histologica

Considerando que apesar da técnica estereotaxica possibilitar manusear medidas
precisas, existem variacdes anatbmicas entre ratos de diferentes pesos e mesmo entre de
pesos semelhantes e que, principalmente, pudesse haver erro na execucao da técnica
cirtrgica (Moreira et al., 2004), foram feitos cortes histoldgicos do encéfalo dos ratos
utilizados no estudo.

No dia seguinte ao dia de teste, cada animal era anestesiado e, entdo, recebia via
ICV 0,5ul de azul de toluidina a 2% (Sarmento, 2009), a fim de aumentar o contraste
das marcas das canulas e marcar o local onde a droga havia sido infundida
originalmente. A seguir, 0 animal era sacrificado por decapitacdo e seu encéfalo era
rapidamente retirado e estocado em solucdo de formaldeido a 10%.

Apds alguns dias para a fixacdo, os encéfalos eram analisados para conferir o
posicionamento das canulas. Apenas 0s animais que apresentaram 0 posicionamento

correto das canulas foram considerados para a analise estatistica (Genro, 2005).

4.8. Delineamento Experimental

4.8.1. Delineamento Experimental: Teste Desempenho Sexual

Esquema do protocolo de experimentos com os machos dos grupos de animais

experimentais para o teste de desempenho sexual (detalhes estdo descritos acima):

— 1 O 4° He Xe
== aflis = = = ¢ D
ituacdo (Smi = alise
i habituacao (Smin) e ICV corante, decaptagdo Aanalise
estereotaxia § : s .
ICV drogatestada e retirada do encéfalo histoldgica

Figura 7 — Esquema Delineamento Experimental Teste de Desempenho Sexual

40



4.8.2. Delineamento Experimental: Teste de Motivagdo Sexual

Esquema do protocolo de experimentos com os machos dos grupos de animais

experimentais para o teste de motivacéo sexual (detalhes estdo descritos acima):
6-%%30_4??59 Xo#
Dia
T N -
ICV corante, decaptagdo
e retirada encéfalo histolégica

habituagao (Smin)
Figura 8 — Esquema delineamento experimental teste de motivacdo sexual para

estereotaxia

X . habituagdo (5min)
habituagio (5min)

e experiéncia sexual

0S machos

Esquema do protocolo de experimentos com as fémeas dos grupos de animais
auxiliares para o teste de motivacdo sexual dos machos (detalhes estdo descritos acima):

‘ 10 dias para reutilizacdo ‘

20 dias para recuperagdo da OVX ‘

(12:00h) — PROG + ESTR N

OVX ESTR (18:00h) — TRS, habituagdo (20min) + TMS e experiéncia sexual reutilizagdo

— ] ¢ 21° 23° 34° r—
Dia
Figura 9 — Esquema delineamento experimental teste de motivacdo sexual para
as fémeas sexualmente ativas
‘ 10 dias parareutilizacio ‘
20 dias pararecuperagido da OVX

- (18:00 h) — habituacio (20min)+ TMS reutilizacéo
-
— 1° 21° 23° 34° o

Dia

Figura 9 - Esquema delineamento experimental teste de motivacdo sexual para

as fémeas sexualmente ndo-ativas
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4.9.  Critérios de Exclusdo da Amostragem

Apenas 0s animais que puderam ser submetidos a todos as etapas experimentais
necessarias sem que houvesse indicios de falha em procedimentos ou comportamentos
que pudessem indicar comprometimento da capacidade do animal em desempenhar os
comportamentos esperados foram incluidos na amostragem final e analise de resultados.
As atividades de caminhar, rearing e grooming foram observadas e 0s animais com
alteragBes visiveis no sistema locomotor foram descartados. Alem disso, animais que
apresentaram sintomas de doenca em qualquer das etapas experimentais foram
excluidos. Foram também excluidos das analises de resultados, os animais que tiveram
sua céanula inutilizavel, tanto no momento da injecdo das drogas testadas, quanto da
injecdo do corante para a execucdo da histologia.

Além disso, em todos os grupos ndo foram analisados 0s animais que
permaneceram imoveis, sem exploracdo do ambiente, por mais de 5 minutos seguidos
no teste de motivagdo sexual e mais de 10 minutos seguidos no teste de desempenho
sexual.

Este protocolo de exclusdo foi utilizado em todos 0s grupos experimentais.
Assim, ao final, para o teste de desempenho sexual a perda foi de 44% dos 75 ratos
machos utilizados e para o teste de motivacdo sexual a perda foi de 67% dos 75 ratos

utilizados.

4.10. Analise Estatistica

Para determinar a normalidade na distribuicdo da amostra foram utilizados os
testes de Shapiro-Wilk e D'Agostino e Pearson.

O comportamento sexual dos machos no teste da motivagdo sexual (preferéncia
sexual pela fémea sexualmente ativa em relacdo a fémea sexualmente néo-ativa) e no
teste do desempenho sexual (laténcia para a primeira erecdo peniana medida em
segundos e a frequéncia de erecdes penianas) foi comparado entre 0s grupos - controle
positivo, controle negativo e teste - através do teste ANOVA de uma via, e seguido pelo
teste post hoc de Newman-Keuls, quando a distribuicdo for considerada normal. No
caso de distribuicdo ndo normal foi utilizado o teste de Kruskal-Wallis seguido pelo

teste post hoc de Dunn.
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Para comparar a laténcia para primeira erecdo e nimero de erecdes em animais
com erecdo foi utilizado o teste t de Student ndo pareado. Na comparacdo das medias
no teste de motivacéo sexual foi utilizado o teste t de Student para amostras pareadas.

Com o objetivo de verificar se a laténcia para a primeira erecdo influenciava no
namero de erecOes correlaciona-se a laténcia para a primeira erecdo com o nimero de
erecdes ocorridas em cada animal. Para isso, foi utilizado o coeficiente de Pearson, que
permite verificar uma correlacdo positiva ou negativa bem como a sua auséncia. A
correlacéo foi estipulada segundo a tabela abaixo (Tabela 1).

Todos os resultados sdo apresentados como média + erro padrdo da média
(EPM) dos grupos experimentais. Foram consideradas significativas as diferengas com

um p menor que 0,05 (nivel de significancia maior do que 95%).

Coeficiente de Correlacéo Correlacéo

r=1 Perfeita Positiva
1>r>0,8 Forte Positiva
0,8>r>0,5 Moderada Positiva
05>r>0,1 Fraca Positiva
01>r>-0,1 Nula

-0,1>r>-0,5 Fraca Negativa
-05>r>-0,8 Moderada Negativa
-08>r>-1 Forte Negativa
r=-1 Perfeita Negativa

Tabela 1 - Figura do Coeficiente de Correlagdo de Pearson

4.11. Reagentes e Destino dos Residuos da Pesquisa

Todos os reagentes foram manipulados pelo pesquisador com uso de luvas,
mascara e avental. Apds o término dos testes comportamentais, os animais sacrificados
foram inicialmente acondicionados em sacos plastico proprios para descarte, de cor
branca (para residuos bioldgicos), e colocados no freezer do laboratério (-18° C). As
carcacas e 0s demais residuos bioldgicos dos animais foram levados congelados para o

Biotério Central da UFRGS, onde o tratamento posterior é padronizado.
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5. RESULTADOS

5.1. Teste Desempenho Sexual

No grupo y-MSH a amostra final “n” foi de 8 animais, no grupo MT-I o “n” foi

de 14 animais e no grupo MT-I1 foram testados 20 animais.

5.1.1. Ocorréncia ou ndo de erecao peniana

No teste de desempenho sexual, durante os 60 minutos de observacdo, a
ocorréncia de erecdo peniana foi verificada em 13 dos 20 animais testados com 0 MT-11
(65% = 10,9), em 5 dos 14 animais testados com o MT-I (aproximadamente 35,7 % +
13,3) e em nenhum dos 8 animais testados com o y-MSH (0% = 0). A distribuigéo da
variavel erecdo nos grupos ndo segue a normalidade. O resultado da variacdo da média
foi considerado estatisticamente diferente entre os grupos (p < 0,01). Os dados foram
analisados pelo teste de Kruskal-Wallis, seguido pelo post hoc de Dunn.
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Figura 11 - Porcentagem (média =+ EPM) de animais com erecdo em cada
grupo. Letras diferentes representam diferenca significativa entre os grupos. Os dados
foram analisados pelo teste de Kruskal-Wallis, seguido pelo post hoc de Dunn.

5.1.2. Soma do namero de ere¢des em cada grupo

A soma do nimero de ere¢des penianas, ocorridas durante os 3600 segundos de
cada experimento, foi O para o grupo y-MSH ; 23 para o grupo MT-1 e 104 para 0 grupo
MT-I1I. Porém, como o n amostral final variou bastante entre os grupos, estes valores
ndo podem ser comparados simplesmente. Para tal, foi necessario calcular a média de
erecBes em cada um dos grupos em relagdo ao numero de animais e entdo fazer a anélise

da variacao entre eles.
5.1.3. Média do numero de erecbes em cada grupo

Ao calcular a média de eregdes em cada um dos grupos observa-se que: no
grupo y-MSH a mesma é 0 + 0, pois nenhum dos 8 animais testados apresentou ere¢des;
no grupo MT-I é 1,6 + 0,6, pois 5 animais dos 14 testados neste grupo apresentaram

erecdes; e no grupo MT-II é 5,2 £ 1,1, pois 13 animais dos 20 testados neste grupo
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apresentaram erecfes. A variacdo da média foi diferente entre os grupos e sua
distribuicdo segue a normalidade. Os dados foram analisados pelo teste de Kruskal-
Wallis seguido pelo teste post hoc de Dunn. O grupo MT-I11 diferiu para esta variavel do
grupo y-MSH e do grupo MT-I, porém ndo houve diferenca entre os grupos y-MSH e
MT-I (Figura 12).

Média do numero de erecdes
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Figura 12 — Média =+ EPM de erecBes ocorridas em cada grupo. Letras
diferentes representam diferenca significativa entre os grupos. Os dados foram
analisados pelo teste de Kruskal-Wallis seguido pelo teste post hoc de Dunn.

5.1.4. Média de erec¢Bes por grupo entre 0s animais com eregao

A média de erecBes nos animais que apresentaram erecées no Grupo MT-I foi
4,6 £ 0,7 (n =5) e no grupo MT-II foi 8,0 £ 1,1 (n = 13), porém a diferenga entre eles
ndo atingiu a significancia estabelecida (p = 0,08). A distribuicdo da média de erecbes
por grupo entre 0s animais que apresentaram ere¢des durante o periodo avaliado segue a

normalidade. Os dados foram analisados por um teste t de Student ndo-pareado.

46



5.15. Laténcia para a primeira erecao

A média da laténcia para primeira ere¢do no grupo y-MSH foi 3600 segundos, ja
gue nenhum dos animais apresentou erecdo durante o tempo avaliado, a do grupo MT-I
foi 2867 + 276,6 segundos e a do grupo MT-I1 foi 2058 + 279,6 segundos. Os dados
foram analisados pelo teste de Kruskal-Wallis seguido pelo teste post hoc de Dunn. A
distribuicdo da variavel laténcia ndo segue a normalidade. A variacdo das médias é
significativamente diferente (p<0,01). O grupo MT-II foi diferente do grupo y-MSH,

sendo que o grupo MT-I ndo foi diferente dos demais grupos (Figura 13).
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Figura 13 — Media = EPM da laténcia para ocorréncia da primeira erecdo em
segundos e em cada grupo. Letras diferentes representam diferenca significativa entre os
grupos. Os dados foram analisados pelo teste de Kruskal-Wallis, seguido pelo post hoc
de Dunn.

5.1.6. Laténcia para a primeira eregdo em animais com erecao

A média das laténcias, somente dos animais que apresentaram erecdo, nao variou
entre 0s grupos MT-I (1548,0 £ 139,3 segundos; n=5) e MT-Il (11810 £ 177,6
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segundos; n=13). Essas médias foram comparadas através do teste t de Student nédo
pareado e as diferencas ndo atingiram nivel de significancia estabelecido.

5.1.7. Correlacgao entre a laténcia e 0 nimero de erecoes

Ao avaliar os 5 animais que tiveram erecdes no grupo MT-I observa-se que nédo
ha correlagdo entre a laténcia e 0 nimero de ere¢des (r=-0,001; p =0,99), porém nos 13
animais do grupo MT-1I observa-se que a laténcia se correlaciona com o nimero de

erecdes de uma forma moderada negativa (r=-0,56; p =0,047) (Figuras 14 e 15).

Dispersao dos dados de laténcia para primeira erecao X
namero total de erecdes em MT-I
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Figura 14 — Dispersdo dos dados de laténcia (segundos) para a primeira erecéo
X numero total de ere¢des no grupo MT-I (n=5). Neste gréafico, observa-se que ndo ha

correlacdo entre a laténcia e o numero de ere¢des (r=-0,001; p =0,99).

48



Disperséo dos dados de laténcia para primeira eregao
X numero total de erecdes em MT-II
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Figura 15 — Disperséo dos dados de Laténcia (segundos) para a Primeira Erecéo
X Namero total de Ere¢des no grupo MT-1I (n=13). Neste grafico, observa-se que a

laténcia se correlaciona com o nimero de ere¢des de uma forma moderada negativa (r=-

0,56; p =0,04).
5.2. Teste de Motivacéo Sexual
5.2.1. Amostra do Teste Motivagdo Sexual

No grupo y-MSH a amostra final “n” foi de apenas 7 animais, no grupo MT-1 0

“n” foi de 9 animais e no grupo MT-II também de 9 animais.
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Grupo y-MSH MT-I MT-II
GA 52,9 + 13,4 73,1+22,9 42,3+7,0
GN 32,7 £11,6 38,1+ 12,0 143+21
PA 111,0 + 23,2 60,5+ 6,9 81,3+ 12,1
PN 64,5 £ 13,5 62,7 + 13,4 60,5+ 7,3
LA 163,9 + 27,6 133,6 + 28,0 1236 + 14,4
LN 97,2 £ 14,9 100,8 + 24,6 74.81 £ 7,4
GE 10,8 +3,9 9,9+4,1 47,3 14,0
GR 211,5 + 30,3 217,6 + 40,3 156,7 + 33,9
ND 719,1 £ 24,4 690,2 + 44,8 794,1 + 45,9

Tabela 2—- Média £ EPM do tempo em segundos para cada um dos grupos do
teste de motivacdo sexual em ratos machos. GA = grade da caixa em que estava a fémea
sexualmente ativa; GN = grade da caixa em que estava a fémea sexualmente nao-ativa;
PA = parede da caixa em que estava a fémea sexualmente ativa, exceto a regido da
grade do mesmo compartimento; PN = parede da caixa em que estava a fémea
sexualmente ndo-ativa, exceto a regido da grade do mesmo compartimento; LA = lado
da caixa em que estava a fémea sexualmente ativa; LN = lado da caixa em que estava a
fémea sexualmente ndo-ativa, GE = manipular ou lamber a regido genital; GR =

grooming; ND = tempo restante (comportamentos nao avaliados).
5.2.2. Motivacdo Sexual na Regido das Grades

Frequéncia que o macho cheira a grade em que estava a fémea

sexualmente ativa (GA)

A comparacdo, entre os grupos, da frequéncia em cheirar a grade da fémea
sexualmente ativa néo atingiu diferenca estatisticamente significativa entre eles (y-MSH
= 25,6 £5,9; MT-1 = 20,5 + 2,8; e MT-Il = 17,2 = 2,4). A distribui¢cdo dos dados néo
segue a normalidaOde. Os dados foram analisados pelo teste de Kruskal-Wallis.
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Tempo em que o macho cheira a grade em que estava a fémea
sexualmente ativa (GA)

Ao comparar as medias de tempo que o macho cheira a grade da fémea
sexualmente ativa (GA), observa-se que ndo houve diferenca estatisticamente
significativa entre os 3 grupos (tabela 2). A distribuicdo dos dados ndo segue a
normalidade. Os dados foram analisados pelo teste de Kruskal-Wallis.

Comparacéo entre cheirar grade em que estava a fémea sexualmente ativa
(GA) x cheirar grade em que estava a fémea sexualmente ndo-ativa (GN)

Comparando, em cada grupo, o tempo que o animal despende cheirando a GA
com o tempo de cheirar a GN, a diferenga entre os animais do grupo MT-I néo foi
estatisticamente significativa (ndo houve preferéncia pela grade da fémea sexualmente
ativa), porém no grupo MT-II (p = 0,002) e no grupo y-MSH (p = 0,04) foi significativa
(Figura 16). Os dados foram analisados pelo o teste t de Student para amostras pareadas
(Figura 16).

Comparacédo da média do tempo gque 0s animais
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Figura 16 — Comparacdo da média do tempo £ EPM, em cada grupo, em que 0s
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animais cheiravam a grade da fémea ativa (GA) com o tempo em que cheiram a grade
da fémea sexualmente ndo-ativa (GN). Os dados foram analisados pelo o teste t de
Student para amostras pareadas. O asterisco (*) no grafico indica que houve diferenca
estatistica entre a média do tempo em que 0s animais cheiravam a grade da fémea
sexualmente ativa e a média do tempo em que cheiravam a grade da fémea sexualmente
ndo-ativa. Os animais do grupo MT-I ndo apresentaram diferenca estatisticamente

significativa entre essas médias de tempo.
5.2.3. Motivacado sexual na regido das paredes

Frequéncia que o macho cheira a parede da caixa em que esta a

fémea sexualmente ativa PA

A frequéncia de visitas a parede em que foi colocada a fémea sexualmente ativa
(PA) foi maior nos animais injetados com o y-MSH (42,6 + 5,6) que nos animais
injetados com o MT-1 (30,8 + 3,4) e MT-Il (31,6 + 4,2), porém a diferenca entre eles
também ndo foi estatisticamente significativa. O teste utilizado foi o de Kruskal-Wallis

e a distribuicdo dos dados ndo segue a normalidade.

Tempo em gque o macho cheira a parede da caixa em que esta a fémea

sexualmente ativa PA

Ao comparar as médias de tempo que o macho cheira a parede da fémea
sexualmente ativa (PA), observa-se que ndo houve diferenga estatisticamente
significativa entre os 3 grupos (tabela 2). A distribuicdo dos dados ndo segue a

normalidade. Foi utilizado o teste de Kruskal-Wallis (p=0,07).

Comparacéao entre cheirar PA x cheirar PN

Ao comparar, em cada grupo, o tempo que o animal despende cheirando a PA
com o tempo PN, a diferenca no grupo y-MSH (p=0,07) e no grupo MT-I nédo foi
estatisticamente significativa entre os animais, porém no grupo MT-II foi significativa

(p = 0,02). Foi utilizado para estes calculos o teste t de Student para amostras pareadas.
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5.2.4. Motivacao sexual entre os lados

Tempo em cheirar o lado da caixa em que estd a fémea sexualmente
ativa (LA)

Ao comparar as médias de tempo que o macho cheira o lado da caixa da fémea
sexualmente ativa (LA), observa-se que ndo houve diferenca estatisticamente
significativa entre os 3 grupos (tabela 2). A distribuicdo dos dados segue a
normalidade. Foi utilizado para estes calculos o teste ANOVA de uma via (Fp22) =
0,72).

Comparacéao entre cheirar LA x cheirar LN

Ao comparar dentro de cada grupo o tempo que o animal permanece cheirando a
LA ao tempo LN (Tabela 2) a diferenca no grupo MT-I ndo foi estatisticamente
significativa entre os animais, porém no grupo y-MSH (p = 0,02) e no MT-I1 (p = 0,002)
foi significativa (Figura 17). Estes valores foram comparados utilizando-se o teste t de

Student para amostras pareadas.
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Figura 17 — Comparacdo da média + EPM do tempo (segundos), em
cada grupo, em gque os animais permanecem cheirando o lado da fémea ativa ao tempo
em que cheiram o lado da fémea ndo ativa. Os 7 animais do grupo y-MSH
permaneceram, em média, 163,9 = 27,6 segundos cheirando o LA e 97,2 £ 14,9
segundos cheirando o LN; esta diferenca estatisticamente foi significativa (p = 0,02). A
diferenca entre a média de tempo que os 9 animais cheiravam o LA no grupo MT-II
(123,6 + 14,4 segundos) e cheiravam o LN (74,8 £ 7,4) também foi significativa (p =
0,002). Os 9 animais do grupo MT-I permaneceram, em média, 133,6 + 28,02 segundos
cheirando LA e 100,8 = 24,7 segundos cheirando LN; esta diferenca ndo foi
estatisticamente significativa. O asterisco (*) no gréfico indica que houve diferenca
estatistica entre a média do tempo em que 0s animais cheiravam o lado da fémea
sexualmente ativa e a média do tempo em que cheiravam o lado da fémea sexualmente
ndo-ativa. Estes valores foram comparados utilizando-se o teste t de Student para

amostras pareadas.
5.2.5. Manipular ou lamber a regido genital (GE)
Frequéncia de manipulacéo ou lambedura da regido genital GE

A média da frequéncia em que os ratos machos estudados praticaram o GE
variou entre os grupos estudados (p = 0,02). O Grupo MT-I (1,3 £ 0,6) foi diferente do
MT-Il (3,8 = 0,6), porém o grupo y-MSH (1,9 + 0,5) ndo foi significativamente
diferente dos demais grupos (Figura 18). Os dados foram analisados pelo teste de

Kruskal-Wallis seguido por um teste post hoc de Dunn.
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Figura 18 — Média + EPM da frequéncia de manipulacdes e/ou lambidas na
regido genital (GE). Letras diferentes representam diferenga significativa entre 0s
grupos e pelo menos uma letra em comum representa ndo haver diferenca significativa
entre os grupos. A distribuicdo dos dados segue a normalidade, 0os mesmos foram

analisados pelo teste de Kruskal-Wallis seguido por um teste post hoc de Dunn
Tempo de manipulacéo ou labedura da regido genital (GE)

Da mesma forma que ocorreu diferenca quanto a frequéncia de GE, o tempo GE
também diferiu entre os grupos (p = 0,01). A distribuicdo dos dados seguiu a
normalidade, os mesmos foram analisados pelo teste de ANOVA de uma via (Fp22) =
5,4) sequido pelo teste post hoc de Newman-Keuls. O tempo de GE no grupo MT-II
(47,7 £ 14 segundos) diferiu do tempo de GE no grupo MT-I (9,9 £ 4,1 segundos) e do
tempo de GE no grupo y-MSH (10,8 + 3,9 segundos), porém, ndo houve diferenca

estatisticamente significativa entre os grupos MT-I e y-MSH (Figura 19).
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Figura 19 — Média + EPM do tempo de manipulacdes e/ou lambidas na regido
genital (GE). Letras diferentes representam diferenca significativa entre os grupos. A
distribuicdo dos dados seguiu a normalidade, os mesmos foram analisados pelo teste de

ANOVA de uma via (F,22) = 5,4) seguido pelo teste post hoc de Newman-Keuls.
Laténcia manipulacéo ou lambedura da regido genital GE

As médias das laténcias para a ocorréncia de manipulacées ou lambidas na

regido genital variou entre os grupos (p = 0,04) (Figura 20).
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Figura 20 — Média da laténcia para ocorréncia de GE variou entre 0s grupos (p
= 0,04). Porém os grupos y-MSH (548,5 + 164,2 segundos); grupo MT-1 (224,7 + 128,6
segundos); e grupo MT-Il (573,2 = 116,1 segundos) ndo diferiram de forma
estatisticamente significativa entre eles. Os dados foram analisados pelo teste de

Kruskal-Wallis seguido por um teste post hoc de Dunn.

5.2.6. Pratica de grooming (GR)

A prética de GR ndo foi estatisticamente diferente entre 0s grupos em nenhum
dos parametros avaliados: frequéncia GR (p = 0,51; teste: ANOVA de uma via [F22) =
0,7]), tempo GR (p = 0,42; teste: ANOVA de uma via) e laténcia GR (p = 0,6; teste:
Kruskal-Wallis).
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5.2.17. Periodo em que os animais estudados ndo executaram

nenhum dos comportamentos avaliados no teste (ND)
Tempo ND

Os 3 grupos, em media, permaneceram 0 mesmo tempo do teste sem executar
nenhum dos comportamentos avaliados (tempo ND). Portanto, a diferenca entre eles
ndo foi estatisticamente significativa. Foi utilizado para estes calculos o teste ANOVA
de uma via (F22) = 1,75).

Frequéncia ND
A frequéncia de ND também ndo variou de forma estatisticamente significativa

entre os grupos. A sua distribuicdo dos dados segue a normalidade e 0s mesmos foram
analisados pelo teste ANOVA de uma via (F,22) = 2,27).
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6. DISCUSSAO

Na populagdo de animais estudada, o melanotan I, injetado ICV (1 pg / animal),
produziu a erecdo peniana em uma proporcdo inferior de machos sexualmente
inexperientes (36% dos ratos) do que o melanotan Il (1 pg / animal ICV) (65% dos
ratos) e do que o controle y-MSH (1 pug / animal ICV) (0%). A diferenca entre essas
propor¢oes foi significativa entre os grupos MT-II e y-MSH. No grupo injetado com y-
MSH (controle negativo) nenhum rato apresentou erecdo, como esperado, Visto que esse
agonista enddégeno do sistema de melanocortinas ndo atua sobre o comportamento
sexual (Grieco et al., 2000). Do mesmo modo, os resultados mostram que a média do
numero de erecdes ocorridas durante o periodo de registro (60 minutos) apos a injecao
do MT-I foi menor do que apds a injecdo do MT-I1I. Além disso, confirmando que 0s
animais injetados ICV com peptideo MT-I tém um desempenho sexual menor do que
aqueles injetados com o MT-II, a laténcia para primeira erecdo foi maior do que no
grupo controle positivo. Logo, o0 MT-I causou ere¢fes em aproximadamente 30% a
menos de animais que o MT-II e, da mesma forma, demorou em média 39% a mais de
tempo para causar a primeira erecao.

Sendo assim, os resultados mostram que o peptideo objeto deste estudo (MT-I)
induz a erecdo peniana em ratos machos sexualmente inexperientes, mas com uma

capacidade menor do que o analogo MT-II. Os resultados ndo confirmam totalmente
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nossa hipdtese inicial, qual seja o peptideo estudado ndo deveria atuar sobre o sistema
neural envolvido com a erecdo peniana. NGs esperdvamos que ndo houvesse erecdo nos
animais injetados ICV com o MT-I. No entanto, o MT-I induziu menos erecdo do que 0
seu analogo MT-II na mesma dose e via de administragdo. Por outro lado, o presente
trabalho contribui para o estudo dos efeitos de derivados da melanocortina no sistema
nervoso, mostrando de forma original os efeitos do MT-I na funcédo sexual.

Trabalhos prévios em ratos machos mostraram que o ACTH foi capaz de
produzir uma diminuicdo na laténcia ejaculatoria, porém néo alterou a frequéncia e a
incidéncia de monta nas fémeas (Bertolini et al., 1975; Spruijt et al., 1985),
comprovando que componentes do padrdo de comportamento sexual podem responder
de forma diferenciada. Em nosso estudo, 0 MT-I provocou um pior desempenho sexual
quanto a capacidade de provocar erecdes espontaneas em relagdo ao MT-II. De fato, o
MT-1 reduziu em relagdo ao MT-II todas as varidveis analisadas da ere¢do, como
ocorréncia ou ndo de erecdo; média de erecdes por animal; média de ere¢des por grupo;
laténcia para primeira erecdo no grupo, incluindo mesmo os que ndo tiveram erecao;
laténcia para a primeira erecdo nos animais que tiveram erecdo; e na correlacdo feita
entre a ocorréncia e a laténcia de erecdo. O escore das varidveis da erecdo dos ratos
injetados ICV com MT-I é intermediario aos valores dos ratos que receberam MT-II
(controle positivo) e 0 y-MSH (controle negativo).

Os efeitos do MT-II sobre a funcdo sexual de homens e mulheres tém sido
amplamente estudados, sendo que a droga parece aumentar o fluxo sanguineo para a
genitalia (Gura, 2003). Sabe-se que o Melanotan 1l é capaz de iniciar eregdes em ratos,
cachorros e seres humanos com disfuncéo eretil psicogénica ou organica (em 69% das
administragcdes nos homens (Wessells et al., 2000; Wessells et al.,1998; Dorr et al,
1996). Um modelo animal, em rato, ja havia concluido que as vias centrais e periféricas
de melanocortina recrutadas pelo MT-I1 dependem da via de administracdo do peptideo
e que 0 mesmo era capaz de causar a erecdo peniana em ratos quando administrado por
via ICV, mas também pelas vias intratecal e intravenosa em uma forma dose-
dependente (Wessells et al., 2003). Conhecia-se, por exemplo, a capacidade do MT-II
de exercer uma atividade erétil dependente da dose e da via de administracdo, quando
injetado intravenosamente (0,1, 0,3 e 1mg/kg) ou no ndcleo paraventricular do

hipotdlamo (0,1 e 1pg), inclusive reduzindo a laténcia para a ocorréncia da primeira
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erecédo (Giuliano et al., 2006). No presente estudo, ao ser usado como controle positivo,
o MT-II apresentou resultado semelhante ao ja encontrado na literatura. O tempo médio
de ocorréncia da primeira erecao, entre todos os animais do grupo MT-II, foi de 34,3 +
4,7 minutos. Wessel et al. (2003) relatam 32.4 + 4.1 minutos como média de laténcia da
primeira erecdo apos a injecao ICV de MT-II.

A concordancia dos resultados obtidos com os da literatura nos permite concluir
que os procedimentos experimentais utilizados foram adequados, inclusive replicando
resultados com outra variedade de ratos (Long-Evans no artigo da literatura acima
relatado e Wistar no presente trabalho). Embora o diluente utilizado neste trabalho tenha
sido agua destilada, conforme instrucdes do pesquisador que produziu os fragmentos do
peptideo, e ndo uma veiculo de composic¢do semelhante ao liquido cefalorraquidiano, os
resultados concordam com os da literatura. Alem disso, 0 aumento do comportamento
sexual do MT-I e MT-II parece ndo ter sido devido a um efeito inespecifico do diluente,
visto que o controle negativo (MSH-y) ndo apresenta alteragdes do comportamento
sexual significativas que pudessem ser explicadas por uma acéo do veiculo.

Em nossos experimentos, era esperado que animais que precocemente
apresentassem a primeira erecao tivessem maior nimero de ere¢des dentro do periodo
observado. Esta correlagdo ocorreu de forma negativa moderada no grupo MT-II.
Porém, no grupo MT-I a laténcia ndo se correlacionou de forma significativa com o
namero de erecdes ocorridas em cada animal.

Ndo se sabe, até o momento, a forma com que o MT-I atua sobre os seus
receptores para promover a erecdo peniana. De qualquer maneira, sabe-se que para
ativar de forma mais efetiva a atividade erétil, a excitacdo conjunta dos 2 receptores é
necessaria (Avis, 2000). A hibridacéo in situ demonstra a presenca de dois tipos de
receptores de melanocortina no cérebro MCR3 e MCR4. A expressdo de MCR3 mRNA
é restrita a regides do hipotdlamo e sistema limbico, enquanto MCR4 mRNA foi
encontrado virtualmente em cada regido do cérebro, incluindo o cortex, talamo,
hipotalamo e tronco cerebral e medula espinhal (Roselli-Rehfuss et al., 1993; Mountjoy
et al., 1994). Utilizando o HS104, antagonista seletivo do receptor MCR4, sugeriu-se
que os comportamentos: “grooming”’, “stretching” e “yawning” induzidos por ACTH e
a-MSH sdo mediados pelo receptor MCR4, ao passo que a erecdo peniana nao (Vergoni

et al., 1998). A capacidade do ACTH e a-MSH em causar “excitacdo sexual” tem sido
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estabelecida em varios estudos utilizando diferentes espécies, incluindo macacos,
coelhos, e ratos (Julien, 2001). As inje¢des intracerebroventriculares de ACTH e a-
MSH em doses variando entre 1 a 10 pug induzem a erecdo peniana e bocejo em ratos
machos. Aparentemente, os receptores MCR3 sdo os mediadores do efeito pro-erétil do
a-MSH no SNC (Avis, 2000).

O fato de o melanotan Il ser capaz de induzir ere¢fes espontaneas quando
injetado ICV motivou, neste trabalho, investigar de forma inédita se 0 mesmo e seu
analogo MT-I seriam capazes de interferir no comportamento de preferéncia sexual. O
presente trabalho analisou os efeitos da injecdo ICV deste peptideo em ratos machos
sexualmente ativos. A preferéncia sexual por parceiro é um paradigma que tem sido
utilizado para avaliar aspectos motivacionais do comportamento sexual tanto em
machos quanto em fémeas de diversas espécies, inclusive em roedores (Avitsur e
Yirmiya, 1999).

Os resultados mostraram que tanto, os machos injetados com y-MSH como o0s
injetados com MT-1I permanecem significativamente mais tempo no lado da fémea
sexualmente ativa em relagdo ao lado da fémea néo receptiva, bem como preferiram a
grade da fémea sexualmente ativa em relagdo a da fémea ndo ativa. Estes achados,
concordam com anteriores, pois na literatura, os resultados obtidos j& revelavam uma
motivacdo sexual natural de ratos machos pela fémea receptiva sexualmente (de
Azevedo et al,. 2010).

Entretanto, neste estudo o MT-I aboliu a preferéncia do macho pela fémea
sexualmente receptiva em todos os parametros analisados (lado, parede e grade). Além
disso, 0s machos injetados com MT-I apresentam uma dura¢do menor de manipulagéo
genital do que aqueles que receberam o andlogo MT-II. Esses resultados indicam que o
MT-I reduz a motivacdo sexual do macho pela fémea receptiva, quando administrado
ICV.

O comportamento de “grooming” ndo foi diferente entre os grupos, embora
fosse esperado que estes andlogos das melanocortinas pudessem alterar tal
comportamento, pois ja foi demonstrada a capacidade do ACTH e peptideos

relacionados em provocar o “grooming” (Gispen et al., 1976).
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7. CONCLUSOES

Este estudo mostra que o melanotan | causa eregdes penianas em alguns animais
testados, mas em menor propor¢do do que o analogo MT-Il. O MT-I reduziu a
preferéncia sexual de ratos machos, efeito ndo observado com o MT-II nem com o vy-
MSH. Os experimentos contribuem para uma melhor compreensdo dos mecanismos de
atuacgdo do MT no comportamento  sexual quando  administrado
intracerebroventricularmente em ratos machos, pois ainda existem poucos estudos sobre
0 tema, e menos ainda, nestes animais.

O conjunto dos resultados deste trabalho permite concluir que o MT-I atua sobre
0 circuito neural do comportamento sexual de ratos machos, no entanto de forma menos
efetiva que o MT-Il com relacdo a performance sexual (erecdo). Com relacdo a
preferéncia pela fémea sexualmente ativa, o0 MT-I injetado ICV surpreendentemente
afetou negativamente a motivagdo sexual, nem o MT-Il nem o y-MSH afetaram esse

comportamento.



8. PERSPECTIVAS

Pretendia-se com esta dissertacdo de mestrado contribuir com os estudos dos
peptideos derivados de melanocortinas do grupo da Bowman School of Medicine,
Carolina do Norte, o qual nos forneceu os fragmentos de peptideos.

Os resultados aqui expostos serdo analisados em conjunto com a Bowman
School e, a partir de entdo, poderdo ser planejados novos estudos em colaboragdo com o
grupo norte-americano. Novos peptideos derivados da melanocortina devem ser
sintetizados e testados para melhor compreensdo dos mecanismos de atuacdo desse

sistema sobre o comportamento sexual.
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